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Genetyczne uwarunkowania
udaru mézgu
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STRESZCZENIE

Znane czynniki ryzyka chorob naczyniowych odpowiadajg za
50-60% ryzyka populacyjnego udaru mozgu. Istniejg sugestie, ze
ryzyko udaru moze by¢ takze zwigzane z predyspozycjg gene-
tyczna. Wspotczynnik zgodnosci udaru jest wyzszy wsrdd bliz-
nigt monozygotycznych niz wsréd dizygotycznych. Obcigzajacy
wywiad rodzinny wigze sie z 2—3-krotnym wzrostem ryzyka uda-
ru. Obserwacje te sugeruja, ze wystapienie udaru moze by¢ cze-
$ciowo uwarunkowane zmiennos$cig genetyczng. Okofo 1% uda-
row wystepuje w przebiegu rzadkich jednogenowych chorob sys-
temowych. Wiekszo$¢ incydentow udarowych warunkowana jest
jednak poligenowo i determinowana przez wiele genow o niewiel-
kim efekcie fenotypowym. Kombinacje genotypow, oddziatywa-
nia miedzygenowe, a takze interakcje genotyp—Srodowisko wa-
runkuja ryzyko udaru. Jest prawdopodobne, ze genetyczny profil
ryzyka moze by¢ rdzny w poszczegdlnych typach udaru. Okresle-
nie i charakterystyka genow zwigzanych z podwyzszonym ryzy-
kiem udaru staty sie celem wielu badan, ktorych wyniki moga sie
przyczyni¢ do opracowania bardziej skutecznych metod profilak-
tycznych i terapeutycznych. Przez diugi czas najczesciej stoso-
wang strategig w badaniach dotyczacych genetycznych uwarun-
kowan ryzyka udaru byta tak zwana analiza asocjaciji polegajaca
na poszukiwaniu zwigzku migdzy wystapieniem udaru a obecno-
$cig tak zwanych polimorficznych wariantéw genéw. Opiera sig
ona na zatozeniu a priori dotyczacym tak zwanych genow kandy-
dujacych, kodujacych biatka zaangazowane w procesy patofizjo-
logiczne, istotne w patogenezie udaru. Poznanie sekwencji DNA
ludzkiego genomu oraz gwattowny rozwoj nowych technik mole-
kularnych zrewolucjonizowaty zakres badan genetycznych, umoz-
liwiajac prowadzenie analiz w skali cafego genomu (GWAS, geno-
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me-wide association studies). \Wyniki dotychczas przeprowadzo-
nych GWAS nie pozwalajg jeszcze na precyzyjne okreslenie konkret-
nych genetycznych czynnikdw ryzyka udaru. Zwigzek wielu wska-
zanych wariantdw genetycznych z ryzykiem udaru jest obecnie
weryfikowany w badaniach replikacyjnych. Wyniki tych badan sg
interesujace, poniewaz wskazujg procesy biologiczne odgrywajace
role w patogenezie udaru. Obecnie trudno jest prognozowac, jak
duze znaczenie kliniczne bedg miaty wyniki takich badan.

Polski Przeglad Neurologiczny 2011, 7 (2): 5372
Stowa kluczowe: udar mézgu, genotyp, polimorfizm, allel, gen

Wprowadzenie

Konwencjonalne (tradycyjne) czynniki ryzyka
choréb naczyniowych odpowiadaja za 50-60% ry-
zyka populacyjnego udaru niedokrwiennego méz-
gu* [1]. Przyczyna okolo 30% udaréw pozostaje
niewyjasniona. By¢ moze pewien odsetek ryzyka
wiaze sie z predyspozycja genetyczna.

Identyfikacja czynnikéw genetycznych predys-
ponujacych do wystapienia udaru mézgu jest trud-
na. Udar jest choroba o zloZonej i wieloczynniko-
wej etiologii. Jego wystapienie jest efektem wielu
proceséw patofizjologicznych, z ktérych kazdy
moze by¢ modyfikowany przez wplyw wielu loci
genetycznych, a takze zlozonych interakcji gene-
tyczno-srodowiskowych czy interakcji miedzyge-
nowych. W zwigzku ze zmienna penetracjg genéw
warunkowang miedzy innymi przez wplyw czyn-
nikéw srodowiskowych mozna przypuszczaé, ze
nosicielstwo okreslonych alleli (czyli wariantéw
genéw) nie zawsze doprowadzi do wystapienia
udaru. Dodatkowo wystapienie tego samego feno-
typu w postaci udaru mézgu moze by¢ warunko-

*Dla uproszczenia w dalszej czesci pracy zamiast petnej nazwy ,,udar niedo-
krwienny mézgu” stosowany jest termin ,,udar mézgu”.
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wane przez warianty réznych genéw. TrudnosScig
natury metodologicznej, zwigzang z poszukiwa-
niem genetycznych czynnikéw ryzyka udaru, jest
prawidlowe przeprowadzenie wywiadu rodzinne-
go. Udar mézgu jest choroba podeszlego wieku
(wystepuje ok. 10 lat péZniej niz zawal serca), dla-
tego czesto trudno jest uzyskac¢ informacje na te-
mat obcigzenia udarem cztonkéw rodziny chore-
go (szczegblnie rodzicow). Mimo to w ostatnich
latach dokonat sie duzy postep w zakresie zrozu-
mienia genetycznych uwarunkowan ryzyka uda-
ru moézgu.

Genetyczne uwarunkowania udaru mézgu
— hadania rodzin, badania populacyjne
Badania blizniat

Szczegéblnie istotne znaczenie dla oceny wkla-
du czynnikéw genetycznych i niegenetycznych
w ksztaltowanie okreslonych cech fenotypowych (np.
choroby) maja badania blizniat. W badaniach tych
oceniany jest tak zwany wspélczynnik zgodnosci
(CR, concordance rate), czyli odsetek par bliZzniat,
u ktérych okreslona cecha fenotypowa wystepuje
u obu bliznigt. Warto§é CR réwna 100% dla bliz-
niagt monozygotycznych sugeruje, ze wystgpienie
danej cechy jest uwarunkowane wylgcznie przez
czynniki genetyczne. Warto$¢ CR réwna 0% ozna-
cza brak wplywu czynnikéw genetycznych na wy-
stapienie danej cechy. Wyzszy CR dla bliZzniat mo-
nozygotycznych niz dla dizygotycznych uwaza sie
za dow6d na udzial czynnikéw genetycznych
w ksztaltowaniu okreslonego fenotypu.

W jednym z badan blizniat dotyczacych udaru
mozgu odnotowano wyzszy CR dla bliznigt mono-
zygotycznych niz dla dizygotycznych (odpowied-
nio 17,7% i 3,6%) [2]. Autorzy zbadali 2722 pary
bliZznigt weteranéw armii amerykanskiej zarejestro-
wanych w The National Academy of Science 3 Na-
tional Research Council (NAS-NCR), ktérzy udzie-
lili odpowiedzi na pytanie: ,,Czy kiedykolwiek
lekarz powiedzial ci, ze masz udar?”. W kolejnym
badaniu, obejmujacym pary bliZzniat zarejestrowa-
ne w Szwedzkim Rejestrze BliZniat, nie odnoto-
wano réznic w CR zgonu z powodu udaru miedzy
bliZnietami jedno- i dizygotycznymi [3]. Wsréd 990
par bliZzniat zarejestrowanych w Duniskim Rejestrze
BliZzniat CR zgonu z powodu udaru wynosit 10%
dla par bliZniat jednozygotycznych oraz 5% dla par
bliZzniat dizygotycznych, zas CR zgonu lub hospi-
talizacji z powodu udaru w okresie trwania bada-
nia wynosil odpowiednio 11% i 7% [4]. Wyniki
zacytowanych badan wydajg sie niejednoznaczne.
Trzeba jednak zauwazy¢, ze badania te przepro-

wadzono z zastosowaniem réznych metodologii.
Mimo to, gdyby wystapienie udaru bylo uwarun-
kowane wylacznie przez czynniki srodowiskowe,
zadne z badan nie powinno wykaza¢ réznic w CR
miedzy bliZnietami mono- i dizygotycznymi.

Badania rodzin

Znaczenie czynnikéow genetycznych w ksztal-
towaniu ryzyka udaru oceniano réwniez w bada-
niach rodzin [5-12]. Wykazano, ze dodatni wywiad
rodzinny wiaze sie z 2—-3-krotnym wzrostem ryzy-
ka udaru [7-12]. Obcigzenie udarem u ojca w nie-
co wiekszym stopniu zwieksza ryzyko udaru niz
obcigzenie udarem u matki (iloraz szans [OR, odds
ratio] 2,0; przedzial ufnosci [CI, confidence inter-
val] 95-proc. CI 1,13-3,54 u ojca oraz 1,41; 95%
CI 0,80-2,50 u matki) [5] (podobne dane opubliko-
wali Caicoya i wsp. [6]). Obcigzenie udarem u ojca
przed 65. rokiem zycia wigze sie z 3-krotnym wzro-
stem ryzyka udaru (wspétczynnik ryzyka [RR, risk
ratio] 3,18; 95% CI 1,50-6,71; p < 0,01) [7]. Wy-
stapienie udaru u jednego/obojga rodzicéw w nie-
co wiekszym stopniu zwieksza ryzyko udaru nie-
dokrwiennego u potomstwa plci zeniskiej niz meskiej
(odpowiednio OR 1,79; 95% CI 1,08-2,97; p = 0,025
oraz 1,51; 95% CI 0,88-2,61; p = 0,136) [8]. Ryzyko
udaru wzrasta réwniez w przypadku obciazenia
udarem u rodzenstwa o pokrewienstwie pierwsze-
go stopnia (OR = 1,69; 95% CI 1,01-2,84; p < 0,05)
[8]. Ciekawe wyniki uzyskano w badaniu epide-
miologicznym, przeprowadzonym przez Touzé
i Rothwella [9] (Oxford Vascular Study), ktérzy wy-
kazali, ze ryzyko udaru u kobiet, zwigzane z wy-
stagpieniem udaru u innych kobiet w rodzinie
(u matki/siostry), jest 2-3-krotnie wyzsze niz ry-
zyko zwigzane z udarem u mezczyzn (np. u ojca/
/brata); podobna zalezno$¢ nie dotyczyta ryzyka
udaru u mezczyzn warunkowanego przez rodzin-
ne obciazenie udarem.

Niektérzy autorzy podjeli prébe okreslenia, czy
pozytywny wywiad rodzinny w kierunku udaru
wplywa na ryzyko wystapienia réznych typéw
udaru mézgu, wyréznionych na podstawie klasy-
fikacji Trial of ORG10172 in Acute Stroke Treatment
(TOAST) [10, 11]. Jerrard-Dunne i wsp. [10] oraz
Polychronopoulos i wsp. [11] udowodnili, ze wy-
stapienie udaru w rodzinie zwigksza ryzyko uda-
ru spowodowanego chorobg duzych naczyn (LAD,
large artery disease) i udaru lakunarnego, natomiast
pozostaje bez wplywu na ryzyko udaru o etiologii
zatorowej oraz udaru o nieokreslonej etiologii. Nie
odnotowano zgodnosci co do typu udaru wéréd
czlonkéw tej samej rodziny [12].
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Rycina 1. Zalezno$¢ migdzy pozytywnym rodzinnym wywiadem
udarowym a ryzykiem wystgpienia udaru spowodowanego cho-
robg matych lub duzych naczyn u oséb w réznym wieku (na pod-
stawie danych z [10]); *zalezno$¢ istotna statystycznie

Wydaje sie, ze wzrost ryzyka udaru, zwigzany
z obcigzeniem rodzinnym, dotyczy szczegdlnie
os6b ponizej 55. roku zycia. Pozytywny wywiad
rodzinny zwieksza ryzyko wystapienia udaru spo-
wodowanego chorobg matych lub duzych naczyn
oraz udaru lakunarnego (ryc. 1) [10].

Interpretujac powyzsze obserwacje, trzeba pa-
mietaé, ze zwiazek pozytywnego rodzinnego wy-
wiadu udarowego ze zwiekszonym ryzykiem uda-
ru mozna wyja$ni¢ nie tylko uwarunkowaniami
genetycznymi, lecz takze wplywem czynnikéw sro-
dowiskowych i stylu zycia, ktére czesto sa podob-
ne u poszczegblnych czlonkéw rodziny, jak réw-
niez interakcjami miedzy czynnikami genetyczny-
mi i srodowiskowymi.

Zmienno$¢ populacyjna w wystepowaniu udaru mozgu
Opublikowane wyniki analiz populacyjnych
sugeruja, ze rasy ludzkie, nawet zamieszkujace te
same regiony geograficzne, r6znia sie pod wzgle-
dem zapadalno$ci na udar [13, 14]. Udar wystepu-
je czesciej u oséb rasy czarnej niz bialej. Istnieja
spekulacje, ze za réznice rasowe w zapadalnosci
na udar odpowiedzialne sa czynniki genetyczne
[13, 14]. Wyniki projektu World Health Organiza-
tion; Multinational MONItoring of Trends and De-
terminants in CArdiovascular Disease (WHO MO-
NICA) wskazuja, ze nawet wéréd os6b rasy biatej
istnieja r6znice geograficzne w zapadalno$ci na
udar. Rosjanki 5-krotnie czesciej zapadajg na udar
niz Niemki, a Finowie 3-krotnie czesciej niz Wtosi
[15]. Na pewno réznice te sa cze$ciowo wynikiem
r6znic w obciazeniu tradycyjnymi czynnikami ry-
zyka. Jednak prawdopodobny wydaje sie tez wplyw

czynnikéw genetycznych na ryzyko wystapienia
udaru w poszczegélnych populacjach.

Genetyka rzadkich choréb systemowych,

w ktorych przebiegu wystepuja udary mézgu
Niewielki odsetek udar6w wystepuje w przebie-

gu rzadkich choréb uwarunkowanych genetycznie,
przewaznie jednogenowo (sa to choroby spowodo-
wane mutacjami pojedynczych genéw). W niekt6-
rych z tych choréb udar wystepuje jako dominuja-
ca manifestacja kliniczna, zas§ w innych jest ele-
mentem szerszego spektrum prezentacji fenoty-
powej.

Chociaz w og6lnej populacji chorych na udar
mo6zgu odsetek tych, u ktérych za wystapienie uda-
ru odpowiada choroba jednogenowa, jest niewiel-
ki, trzeba taka przyczyne bra¢ pod uwage w dia-
gnostyce réznicowej, szczegdlnie wtedy, gdy:

* udar mézgu wystgpil w mtodym wieku (najczes-
ciej przed 50. rz.);

* chory nie jest obciazony tradycyjnymi czynni-
kami ryzyka;

* udar wystapil u innych czlonkéw rodziny (szcze-
gblnie w mlodym wieku);

* u chorego stwierdza sie inne zaburzenia naczy-
niowe (np. rozwarstwienie naczyn) i/lub zesp6t
otepienny;

* uchorego wystepuja zmiany miazdzycowe o nie-
typowo duzym nasileniu wzgledem wieku i ob-
cigzen tradycyjnymi czynnikami ryzyka choréb
naczyniowych;

e u chorego/czlonkéw rodziny wystepuja inne
choroby neurologiczne, takie jak migrena, pa-
daczka czy tez nietypowe i/lub zlozone objawy,
ktére moga wskazywaé na chorobe genetyczna.
Mechanizm etiopatogenetyczny udaré6w wyste-

pujacych w przebiegu choréb genetycznych jest

zr6znicowany. Choroby te mozna rozpatrywacé
wedlug nastepujacej klasyfikacji: trombofilie, cho-
roby tkanki Iacznej, waskulopatie, zaburzenia me-
taboliczne, genetycznie uwarunkowane choroby
serca i inne. Zaburzenia te schematycznie ukazano
narycinie 2, za$ ich krétka charakterystyke, ze wska-
zaniem zmian genetycznych odpowiedzialnych za

ich wystapienie, przedstawiono w tabeli 1.

Jak mozna stwierdzi¢, czy wystapienie udaru jest
objawem choroby jednogenowej? Po pierwsze trze-
ba pamietac¢, ze u wielu chorych udar mézgu jest
tylko jednym z wielu objawéw, zwiazanych z za-
burzeniem genetycznym. Warto tez mie¢ na wzgle-
dzie fakt, Ze czesto w przebiegu poszczegélnych
genetycznie uwarunkowanych choréb systemo-
wych dochodzi do okreslonych typéw udaru. Na
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Zaburzenia tkanki tacznej:

e zespot Ehlersa-Danlosa typ IV
e neurofibromatoza typu 1

e zespot Marfana

¥

[ L]
= go.g
2 2% &
S 283 . 23 g
5%.93 UDAR MOZGU 285
3 8 EZ 233
Q5 9
>5E€% =0
_Q_Q.E-c o ®
ge8¢ ]
_8;;9::. 3
Ue o Q

efow efow eqoioyd e :

Rycina 2. Zaburzenia genetyczne, w przebiegu ktérych wystepujg udary mézgu

przykilad w arteriopatii mézgowej dziedziczonej
autosomalnie dominujgco, z zawatami podkorowy-
mi i leukoencefalopatia (CADASIL, cerebral auto-
somal dominant arteriopathy with subcortical infarcts
and leukoencephalopathy) najcze$ciej wystepuja
udary lakunarne, natomiast w zespole Ehlersa-Dan-
losa udar najczesciej jest efektem rozwarstwienia
tetnic szyjnych i/lub kregowych. Dlatego doktadna
ocena fenotypowa udaru ma réwniez duze znacze-
nie w identyfikacji zaburzenia genetycznego odpo-
wiedzialnego za wystapienie udaru. Istotny jest tez
mozliwie doktadny wywiad rodzinny obejmujacy
dane dotyczace jak najwiekszej liczby zyjacych
i zmartych czlonkéw rodziny chorego.

W badaniu przedmiotowym wazne jest zwroce-
nie uwagi na zmiany skérne, nadmierna rucho-
mo$¢ stawéw czy inne cechy fenotypowe typowe
dla choréb jednogenowych, w ktérych przebiegu
wystepuja udary. Pomocne sg tez wyniki badan
obrazowych, biochemicznych, immunologicznych,
histopatologicznych i genetycznych.

W wielu przypadkach prawidtowe rozpoznanie
pozwala zapobiec wielu komplikacjom zwigzanym
z choroba podstawowa, zastosowaé leczenie umoz-
liwiajace spowolnienie przebiegu czy zahamowanie
postepu choroby, a nawet, w niektérych przypad-
kach, wyeliminowanie objawdw. Istotne jest réwniez
to, ze wlasciwa diagnoza pozwala obja¢ chorego
i czlonkéw jego rodziny poradnictwem genetycznym.

Udary uwarunkowane wielogenowo

Udary wystepujace w przebiegu zaburzen gene-
tycznych zwiazanych z mutacjami pojedynczych
genow stanowia okolo 1% wszystkich przypadkéw.
U wiekszoéci chorych kombinacje genotypéw, od-
dzialywania miedzygenowe, a takze interakcje geno-
typ—$rodowisko warunkuja ryzyko udaru. Genetycz-
ny profil ryzyka moze by¢ r6zny w poszczegélnych
typach udaru (wplyw zmiennos$ci genetycznej na
ryzyko udaru zilustrowano na ryc. 3).

Przez dlugi czas najczesciej stosowana strategia
w badaniach dotyczacych genetycznych uwarun-
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Czynniki ryzyka choréb uktadu

sercowo-naczyniowego:

e nadcisnienie tetnicze

e cukrzyca

o otytosc

e zaburzenia gospodarki
lipidowej

o hiperhomocysteinemia

e palenie tytoniu

e spozycie alkoholu

e inne

Ryzyko i typ udaru

niedokrwiennego mézgu:

_| @ udar spowodowany
choroba matych naczyn

e udar spowodowany
choroba duzych naczyn

e udar zatorowy

e udar o innej etiologii

Czynniki sSrodowiskowe

Rycina 3. Bezposredni i posredni wptyw zmiennosci genetycznej
na ryzyko udaru mézgu

kowan ryzyka udaru byta tak zwana analiza aso-
cjacji, polegajaca na poszukiwaniu zwigzku mie-
dzy wystapieniem udaru a obecnoécia tak zwanych
polimorficznych wariantéw gen6éw, r6znigcych sie
sekwencjg kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA).
Jesli okreslony wariant genu (allel) czeéciej wyste-
puje w populacji os6b chorych niz w populacji oséb
zdrowych ogélnej populacji, uznaje sie, ze jest on
zwigzany z wystepowaniem choroby. Najmniejszy-
mi, a zarazem najczesciej wystepujacymi (i najcze-
$ciej badanymi) zmianami w sekwencji genomu
czlowieka sa tak zwane polimorfizmy pojedyn-
czych nukleotydéw (SNP, single nucleotide poly-
morphism). Szczeg6lnie czesto badane sg polimor-
fizmy w obrebie sekwencji kodujacej gendw,
poniewaz moga one wplywac na poziom transkryp-
cji genu lub na zmiany w strukturze aminokwaso-
wej biatka, powodujac zmiane lub utrate jego pra-
widlowych funkgji.

Podstawa analizy asocjacji jest zatozenie a prio-
ri, ze ryzyko udaru moga determinowaé warianty
»genow kandydujacych”, czyli genéw kodujacych
bialka zaangazowane w r6zne procesy patofizjolo-
giczne, istotne w patogenezie udaru. Dotychczas
badania asocjacyjne dotyczace udaru byly skon-
centrowane na polimorfizmach gen6w kodujacych
bialka zaangazowane w procesy zapalne, metabo-
lizm lipidéw, produkcje tlenku azotu, koagulacje,
hemostaze, biatka uktadu renina—angiotensyna—
—aldosteron i inne. Chociaz zbadano duza liczbe
genow, identyfikujac wiele wariantéw zwigzanych
z ryzykiem udaru, tylko niektére z opisanych za-
leznosci znajdowaly potwierdzenie w badaniach
replikacyjnych. Wsréd potencjalnych przyczyn

braku zgodnosci wynikéw badan uzyskiwanych
przez rézne zespoly badawcze wskazuje sie iden-
tyfikacje zaleznosci falszywie pozytywnych, falszy-
wie negatywne wyniki badan replikacyjnych, réz-
nice metodologiczne miedzy poszczegélnymi
badaniami, a takze rézne tlo genetyczne czy $ro-
dowiskowe charakteryzujace analizowane grupy
chorych. Cennym sposobem interpretacji wynikéw
licznych badan jest statystyczna analiza (metaana-
liza) rezultatéw wielu analiz dotyczacych polimor-
fizmoéw jednego badz wielu genéw. Dotychczas
opublikowano wyniki kilku metaanaliz, w ktérych
potwierdzono zwigzek wymienionych ponizej wa-
riantéw genetycznych z ryzykiem udaru (warian-
ty te przedstawiono schematycznie na ryc. 4).

Polimorfizm ¢.G20210A [rs62623459]
genu protrombiny [OMIM *176930]; gen F2,
lokalizacja na chromosomie: 11p11-q12*

Protrombina wystepuje w osoczu w postaci nie-
aktywnej. W obecnosci fosfolipidéw, jonéw Ca?*
i czynnika V ukiadu krzepniecia trombokinaza,
uwalniana z plytek krwi, przeksztatca (przez odcie-
cie fragmentu czasteczki) protrombine w postac¢ ak-
tywng — trombine. Trombina katalizuje przemia-
ne fibrynogenu w fibryne, stymuluje agregacje
plytek i aktywuje czynniki krzepniecia V, VIII i XTIL

Omawiany polimorfizm polega na tranzycji gu-
aniny na adenine w regionie 3’ genu F2. Obecnos¢
adeniny w miejscu guaniny nie zmienia struktury
biatka protrombiny, lecz wplywa na zwiekszona
ekspresje genu (byé moze, jest to zwigzane ze
zwiekszona efektywnoscig procesu translacji lub
tez z wieksza stabilnoscig produkowanego mRNA
[16]). Wariant 20210A wigze sie z podwyzszonym
stezeniem protrombiny w osoczu i zwiekszonym
ryzykiem zakrzepicy zylnej, szczegblnie u nosicieli
innych genetycznych czynnikéw ryzyka zakrzepi-
¢y, na przyktad mutacji Leiden, jak réwniez u oséb
obciazonych konwencjonalnymi czynnikami ryzy-
ka choréb naczyniowych oraz u kobiet przyjmuja-
cych doustne srodki antykoncepcyjne [17-19]. Cze-
stos¢ nosicielstwa wariantu 20210A w populacji
wynosi 1-5% [17]. Ryzyko udaru u nosicieli tego
wariantu genu (OR) wynosi 1,44 (1,18-1,86) [20].

*c.G20210A to oznaczenie polimorfizmu na poziomie DNA, ktére jest rowno-
znaczne z oznaczeniem p.E200K tego samego polimorfizmu na poziomie
biatka; numer rs oznacza numer sekwencji referencyjnej w bazie danych SNP,
prowadzonej przez Narodowe Centrum Informacji Biotechnologicznej (NCBI,
National Center of Biotechnological Information); w oznaczeniu lokalizacji
genu na chromosomie symbol ,,p” oznacza krétkie (z franc. ‘petit’) ramie
chromosomu, a ,,q"” — dtugie ramig)
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Rycina 4. Wybrane genetyczne czynniki ryzyka udaru o etiologii wieloczynnikowe;j

Polimorfizm ¢.G1691A (p.R534Q) [rs6025]
genu czynnika V ukladu krzepniecia
([OMIM *612309]; gen F5, 1q23)

Czynnik V jest glikoproteina, obecna w osoczu
w postaci nieaktywnej. Trombina przeksztalca nie-
aktywny czynnik V w jego aktywna posta¢ — czyn-
nik Va, sktadajacy sie z tanicucha lekkiego i ciez-
kiego, utrzymywanych razem przez jony wapnia.
Aktywny czynnik Va jest kofaktorem przemiany
protrombiny w trombine. Czynnik Va jest inakty-
wowany przez aktywowane biatko C.

Omawiany polimorfizm polega na tranzycji gu-
anina—adenina w 1691. nukleotydzie genu F5, cze-
go efektem na poziomie biatka jest zastapienie ar-
gininy przez glutamine w pozycji 506 tancucha
ciezkiego czynnika V. Czynnik ten, bedacy produk-
tem wariantu 1691A genu F5, nazywany jest czyn-
nikiem V Leiden (od nazwy holenderskiego mia-
sta, w ktérym po raz pierwszy opisano ten defekt
genetyczny). Czynnik V Leiden jest niewrazliwy
na proteolityczne dziatanie aktywowanego biatka
C, co uposledza hemostaze i zwieksza ryzyko za-
krzepowo-zatorowe [OMIM #188055]. Czestosé
nosicielstwa tej mutacji w populacji ogélnej oce-
nia sie na 3-8% [21, 22]. Jest ona najczestsza gene-
tyczna przyczyna zakrzepicy (20-40% chorych jest
nosicielami tej mutacji). Ryzyko zakrzepicy, zwia-
zane z nosicielstwem mutacji, jest szczegélnie

wysokie u kobiet w cigzy, u kobiet przyjmujacych
doustne srodki antykoncepcyjne oraz u oséb po
urazie czy po zabiegu operacyjnym [23]. Ryzyko
wystapienia udaru u nosicieli mutacji Leiden jest
nieznacznie (lecz istotnie) wyzsze niz w populacji
ogolnej (OR = 1,33; 95% CI, 1,12-1,58) [24], w in-
nej meta-analizie: 1,43 [1,03-1,97] [25]).

Polimorfizm 4G/5G (rs1799889) genu inhibitora
aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1) ([OMIM
*173360]; gen: SERPINEI, 7q21.3-q22)

Inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1,
plasminogen activator inhibitor 1) nalezy do rodzi-
ny proteaz serynowych, nazywanych serpinami.
Jest produkowany w S§rédbtonku naczyniowym
iw komoérkach migsniowki gladkiej Sciany naczyn.
Biatko to hamuje proces fibrynolizy poprzez inhi-
bicje tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA,
tissue plazminogen activator), jak tez urokinazy
(u-PA, urokinase plazminogen activator), ktore
przeksztalcajg plazminogen w plazmine — enzym,
ktéry katalizuje proces rozktadu wiéknika.

Omawiany polimorfizm jest zwiazany z obec-
noscig sekwencji 4 lub 5 nukleotydéw guanozy-
nowych w regionie promotorowym genu PAI-1
(tzw. polimorfizm 4G/5G). Oba allele, 4G i 5G,
wiaza biatko aktywujace transkrypcje genu, ale al-
lel G wiaze takze biatko represorowe, hamujace ten
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proces. Z tego powodu allel 4G odpowiada za na-
silong produkcje PAI-1 (o ok. 30%), zwlaszcza
u oséb z triglicerydemia [26]. U nosicieli tego alle-
la wzrasta ryzyko zakrzepicy [27-29]. Czesto$¢ wy-
stepowania allela 4G r6zni sie¢ miedzy populacja-
mi. Na przyktad w populacji Amerykan6éw pocho-
dzenia afrykanskiego wynosi 28%, w populacji rasy
biatej 52% (ogétem 18% oséb to homozygoty
4G/4G, zas 44% to heterozygoty 4G/5G) [30]. Ry-
zyko (OR) wystapienia udaru u nosicieli wariantu
4G wynosi 1,47 (95% CI 1,28-2,76) [24].

Polimorfizm -5T/C (rs 2243093) genu GP1BA
kodujacego podjednostke a plytkowej glikoproteiny 1b
(GP1BA) ([OMIM *606672]; gen GP1BA, 17pter-p12)

Glikoproteina 1b ulega ekspresji na plytkach krwi.
Ma posta¢ heterodimeru zlozonego z podjednostek
a i, utrzymywanych wigzaniami dwusiarczkowy-
mi. Pelni funkcje receptora dla czynnika von Wille-
branda (vWF, von Willebrandt factor). Zwiazanie
vWF sprzyja adhezji ptytek do uszkodzonego $réd-
btonka naczyniowego, jak réwniez inicjuje proces
aktywacji plytek i tworzenia zakrzepu.

Omawiany polimorfizm polega na substytucji
cytozyny w miejsce tyminy w pozycji -5, poczaw-
szy od kodonu inicjatorowego transkrypcji ATG
genu GP1BA, w obrebie tak zwanej sekwencji Ko-
zak (jest to sekwencja nukleotydowa wystepujaca
w mRNA, ktora jest rozpoznawana przez rybosom
jako miejsce, od ktérego mRNA jest przepisywany
na kolejne aminokwasy w tancuchu polipeptydo-
wym w procesie translacji; nazwa tej sekwencji
pochodzi od nazwiska Marlin Kozak, ktéra ziden-
tyfikowata te sekwencje w latach 80. XX w.). Obec-
noéc¢ cytozyny w miejscu -5 genu GP1BA jest zwia-
zana z bardziej efektywng translacja i zwiekszona
ekspresja kompleksu GPIB/V/IX na ptytkach krwi,
co sprzyja aktywacji plytek i tworzeniu zakrzepéw
[31]. Odsetek heterozygotycznych nosicieli allela
-5C w réznych populacjach wynosi 20-40%, za$
homozygotycznych 1-2% [32]. Ryzyko (OR) wy-
stapienia udaru u nosicieli wariantu -5C wynosi
1,55; 95% CI 1,14-2,11 [24].

Polimorfizm 11417_11704del287 genu konwertazy
angiotensyny (ACE) ([OMIM +106180]; gen ACE,
17q23.3)

Konwertaza angiotensyny (ACE, angiotensin
convertase) pelni wazna role w regulacji ci$nienia
tetniczego i ré6wnowagi elektrolitowej, gdyz katali-
zuje proces przeksztalcenia angiotensyny I w angio-
tensyne II (czynnik naczyniowo-skurczowy), a takze
inaktywuje bradykinine (czynnik rozszerzajacy
naczynia).

Omawiany polimorfizm jest zwiazany z wyste-
powaniem lub brakiem delecji 287 par zasad
w intronie 16. genu konwertazy angiotensyny (jest
to tzw. polimorfizm inercyjno-delecyjny 3 I/D).
Wystepowanie allela D moze by¢ zwiazane
z wieksza ekspresja genu ACE, poniewaz w regio-
nie delecji jest zlokalizowany 13-nukleotydowy
motyw ,wyciszacza” ekspresji genu. Homozygoty
DD wykazujg 2-krotnie wyzsze stezenia ACE w su-
rowicy od homozygot II, heterozygoty ID cechuja
posrednie warto$ci stezen [33]. Czesto$¢ wystepo-
wania allela D w populacji kaukaskiej wynosi 64%
(w Polsce 55%) [34, 35]. Ryzyko (OR) wystapienia
udaru u nosicieli wariantu delecyjnego, oszacowane
w dwdch réznych metaanalizach, wynosito 1,21;
95% CI 1,08-1,35 [24]/1,82; 95% CI 1,28-2,60 [36].

Polimorfizm ¢.C677T (rs1801133) genu reduktazy
metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR) ([OMIM
*609073]; gen MTHFR, 1p36.3)

Reduktaza metylenotetrahydrofolianowa
(MTHFR, methylenetetrahydrofolate reductase)
odgrywa kluczowsg role w metabolizmie homocy-
steiny (Hcy), poniewaz katalizuje redukcje 5,10-
-metylenotetrahydrofolianu do 5-metylotetrahy-
drofolianu, ktéry jest dawca grupy metylowej po-
trzebnej do przeksztalcenia Hcy w metionine.

Omawiany polimorfizm polega na zamianie cy-
tozyny na tymine w pozycji 677. lancucha nukle-
otydowego, a jego efektem jest substytucja waliny
w miejsce alaniny w 223. aminokwasie taficucha
biatkowego MTHFR (p.V223A). Na skutek zamia-
ny aminokwasu enzym staje sie termolabilny,
a jego aktywno$¢ w temperaturze 37° C zmniejsza
sie 0 50% w stosunku do enzymu typu ,dzikiego”;
udowodniono, ze genotyp T/T, wystepujacy
w wiekszo$ci populacji z czestoscia okoto 15%, jest
zwigzany z podwyzszonym o 25% stezeniem Hcy
w osoczu, w poréwnaniu z genotypem C/C [37, 38].

Ryzyko (OR) wystapienia udaru u nosicieli wa-
riantu 677T, oszacowane w trzech r6znych meta-
analizach, wynosito 1,24; 95% CI 1,08-1,42 [24];
OR 1,26; 95% CI 1,14-1,40 [39]; OR 1,47; 95% CI
1,19-1,82 [40].

Polimorfizm genu apolipoproteiny E (apoE)

([OMIM +107741]; gen APOE, 19q13.2),

zwigzany z wystepowaniem 3 alleli: €2, €3 i €4,

kodujacych 3 izoformy tego biatka: E2, E3 i E4
Poszczegb6lne uktady alleli sg spowodowane

wystepowaniem w 4. eksonie genu APOE dwd6ch

SNP: ¢.T471C (p.C112R) (rs 429358) i c.C609T

(p.C158R) (rs 7412). Izoforma apoE2 jest warun-

kowana obecnoscia alleli ¢.471T oraz ¢.609T, co
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na poziomie bialka skutkuje wlgczeniem cysteiny
w pozycjach 112 i 158 taficucha biatkowego apoE.
Izoforma apoE4 jest warunkowana uktadem alleli
¢.471C 1 ¢.609C, co na poziomie biatka skutkuje
obecnoscia argininy w pozycjach 112 i 158 tancu-
cha aminokwasowego. Najczeéciej wystepujaca
izoforma apoE3 jest warunkowana przez allele
¢.471T 1 ¢.609C, co na poziomie biatka przektada
sie na obecno$¢ cysteiny w pozycji 112 i argininy
w pozycji 158. W populacji ludzkiej najczesciej
wystepuje izoforma apoE3 (50-90%), apoE4 wy-
stepuje z czestoscig 5-15%, za$ apoE2 w 1-15%
populacji [41].

Czasteczki lipidow, zawierajace w swoim skla-
dzie izoforme apoE4, efektywnie wiaza sie do re-
ceptoréw lipoprotein o matej gestosci (LDL, low-
-density lipoprotein) w watrobie, na skutek czego
ekspresja receptoré6w zmniejsza sie, a stezenie lipo-
protein w osoczu wzrasta. W sytuacji gdy w sklad
czasteczek lipidowych wchodzi izoforma apoE2,
stabo wigza sie one do receptoréw LDL, aktywno$é
receptoréw wzrasta, a stezenie LDL w osoczu ma-
leje [42, 43].

Ryzyko (OR) wystapienia udaru u nosicieli al-
lela €4, oszacowane w ré6znych metaanalizach,
wynosito: 1,68; 95% CI 1,36-2,09 [44]; OR 1,11;
95% CI 1,01-1,22 [45]; OR 1,77; 95% CI 1,30-2,39
[36]; OR 1,47; 95% CI 1,00-2,15 [41].

Podsumowanie

Wyniki metaanaliz réwniez musza by¢ interpre-
towane z ostroznoscig — niektére z nich nie uw-
zgledniajg efektu tradycyjnych czynnikéw ryzyka
udaru, ré6znic w pochodzeniu etnicznym chorych,
roznic dotyczacych wieku pacjentéw (analizowa-
no badania dotyczace dorostych i dzieci), a takze
r6znic dotyczacych kryteriéw kwalifikacji chorych
do badan (z wlaczeniem/wylgczeniem TIA).

Polimorfizmy oraz znane czynniki ryzyka
a mozliwo$¢ wystapienia udaru

W niektérych badaniach analizowano wplyw
polimorficznych odmian genéw na ryzyko udaru
w zalezno$ci od obcigzen tradycyjnymi czynnika-
mi ryzyka. Zaobserwowano, ze genotypy MTHFR
677TT i ACE D/D zwigkszajg ryzyko udaru zwia-
zane z paleniem tytoniu czy naduzywaniem alko-
holu [46], za§ allel APOE ¢4 zwigksza ryzyko uda-
ru zwigzane z wystepowaniem nadci$nienia
tetniczego, cukrzycy, palenia tytoniu i naduzywa-
nia alkoholu [46, 47]. Mutacja Leiden zwieksza ry-
zyko udaru spowodowanego choroba duzych na-
czyh u pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym lub
cukrzyca [46]. U osé6b palacych tyton czy naduzy-
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Palenie tytoniu + MTHFR677

Nadcisnienie
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Rycina 5. Ryzyko (OR) wystgpienia udaru zwigzane z obecnoscig
wariantéw genetycznych oraz tradycyjnych czynnikow ryzyka udaru
(zrodto: [46])

wajgcych alkoholu genotypy MTHFR 677TT i ACE
D/D zwigkszaja ryzyko udaru lakunarnego [47]. Ob-
serwacje te sugerujg, ze ryzyko udaru mézgu moze
by¢ warunkowane przez interakcje wariantow gene-
tycznych i tradycyjnych czynnikéw ryzyka udaru
(ryc. 5).

Wspdlistnienie wariantéw genéw a ryzyko udaru
Wykazano takze, ze wspélistnienie wariantéw
réznych genéw moze zwieksza¢ ryzyko udaru
mozgu. Na przyklad genotyp D/D genu ACE sam
lub w polaczeniu z genotypem MTHFR 677T(+)
i/lub APOE €4(+) jest zwiazany z wyzszym ryzy-
kiem choroby matych naczyn. Mutacja Leiden
— sama lub w kombinacjach z innymi mutacjami
— predysponuje do choroby duzych naczyn. Allel
D genu ACE w postaci homozygotycznej i w potacze-
niu z allelem APOE ¢4 lub MTHFR 677T jest zwia-
zany ze wzrostem ryzyka choroby matych naczyn,
natomiast nosicielstwo co najmniej jednego allela
D genu ACE w polaczeniu z mutacja Leiden zwigk-
sza ryzyko choroby duzych naczyn (tab. 2) [48].

Analiza sprzezen w badaniach
nad genetycznym ryzykiem udaru

Jedna z metod poszukiwania region6w genomu
zwigzanych z ryzykiem udaru jest tak zwana stra-
tegia klonowania pozycyjnego. Strategia ta nie jest
oparta na zadnym wstepnym zatozeniu dotyczgcym
konkretnych genéw kandydujacych. Polega na kil-
kuetapowej analizie sprzezen, ktéra pozwala na
identyfikacje zwiazanych z chorobg regionéw chro-
mosomalnych, a nastepnie poszukiwaniu sprzezo-
nych z nimi genéw, ktére moga wplywac na ryzyko
choroby. Sprzezenie oznacza faczne przekazywanie
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Tabela 2. Wptyw kombinacji wybranych wariantéw genetycznych na ryzyko udaru mézgu spowodowanego choroba

matych lub duzych naczyn (zrédto: [46])

Genotypy Choroba matych Choroba duzych
naczyn (OR [95% CI]) naczyn (OR [95% Cl])

ACE D/D 2,8(1,4-5,4)* 0,9(0,8-1,2)
Czynnik V Leiden 1,6 (0,6-3,1) 2,6(1,5-3,7)
APOE ¢4 allel 3,2(1,3-7,8)* 2,6 (1,4-4,7)*
ACE D/D + MTHFR677T 6,2 (3,1-12,3)* 1,3(0,4-3,9)
ACE D/D + MTHFR 677T + APOE ¢4 11,9 (3,8-37,4)* 1,3(0,8-2,3)
ACE D/D + APOE ¢4 10,9 (3,6-33,2)* 1,9 (0,9-3,4)
Czynnik V Leiden + ACE D 0,75 (0,2-5,1) 4,5(2,3-9,4)*
Czynnik V Leiden + MTHFR 677T 1,5(0,4-3,7) 6,3(2,9-13,7)*
Czynnik V Leiden + ACE D + MTHFR 677T 1,4 (0,6-3,5) 8,4 (3,6-19,7)*
Czynnik V Leiden + APOE ¢4 i ACE D 0,6 (0,2-2,6) 10,8 (2,2-51,9)*

*Zalezno$¢ istotna statystycznie; ACE (angiotensin convertase) — gen konwertazy angiotensyny; APOE (apolipoprotein E) — gen apolipoproteiny E; CI (confidence

interval) — przedziat ufnosci; OR (odds ratio) — iloraz szans

genéw zlokalizowanych na tym samym chromo-
somie. Stopien sprzezenia genéw jest tym wiek-
szy, im mniejsza jest odlegtos¢ miedzy nimi na
chromosomie. Przy bardzo matych odlegtosciach
geny sa przenoszone razem z pokolenia na poko-
lenie, gdyz prawdopodobiefistwo zaj$cia miedzy
nimi crossing-over (czyli wymiany fragmentéw
miedzy chromosomami homologicznymi w trak-
cie procesu mejozy) jest niewielkie. Analiza sprze-
zen, przeprowadzana w rodzinach obcigzonych
choroba, polega na ustaleniu u czltonkéw tych ro-
dzin genotypéw w zakresie mozliwie duzej liczby
rownomiernie rozmieszczonych na chromosomach
genetycznych loci markerowych i ocenie segregacji
loci w nastepnym pokoleniu. Wykazanie zwigzku
miedzy ktéryms$ sposréd loci markerowych a wy-
stapieniem choroby wskazuje, ze w jego okolicy na
chromosomie nalezy szuka¢ genu ryzyka choroby.

Nilsson-Ardnor i wsp. [49] wykonali badania
metoda analizy sprzezen, do ktérych wiaczyli 109
rodowodéw pochodzacych ze stosunkowo homo-
gennego genetycznie obszaru poélnocnej Szwecji.
Zidentyfikowali kilka regionéw: 5q10, 9q, 13qi 18p
zwigzanych z ryzykiem udaru (najsilniejszy zwia-
zek odnotowano dla regionu 18p). W badaniu tym
nie wskazano zadnych nowych istotnych region6w
ryzyka udaru.

Badania asocjacyjne wielu genéw kandydujacych
w jednym eksperymencie

W ciagu ostatnich kilku lat szybki rozwéj no-
wych technik badan molekularnych spowodowat
znaczne zmiany w metodologii badan dotyczacych
genetycznych uwarunkowan udaru mézgu.

Technika oparta na zastosowaniu oligonukle-
otydowych sond umieszczanych na specjalnych
mikropolach (microarrays) umozliwia okreélenie
genotypu w zakresie wielu SNP w szybki i doktad-
ny sposob podczas pojedynczego eksperymentu.

Berger i wsp. [50] przeprowadzili badanie doty-
czace 106 SNP zlokalizowanych w 63 genach kan-
dydujacych (wybrano geny, ktérych produkty
sg zaangazowane w procesy istotne w patogenezie
choréb naczyniowych i zapalnych). Sposréd zba-
danych SNP jedynie p.E298D genu syntazy tlenku
azotu 3 (NOS-3) wykazywal istotny zwiazek z ry-
zykiem udaru. Inny zespét badawczy przeanalizo-
wal 105 SNP w 63 genach kandydujacych (wybra-
nych wg tych samych kryteriéw, jak w badaniu
Berger). Sposréd zbadanych SNP jedynie dwa, do-
tyczace genu limfotoksyny « (LTA), byly zwiazane
z ryzykiem udaru i to wylacznie wéréd oséb bez
nadcis$nienia [51].

Strategie taczace analize sprzezen
i analize asocjacyjng

Islandzka firma deCODE wykonala analize
sprzezen w skali calego genomu w celu znalezie-
nia Joci udarowych. Analiza ta wykazala, ze region
na chromosomie 5 (5q12) wigze sie z ryzykiem uda-
ru [52]. W regionie tym jest zlokalizowany gen
fosfodiesterazy 4D (PDE4D). Fosfodiesteraza 4D
nalezy do rodziny fosfodiesteraz — enzymoéw
zaangazowanych w degradacje cyklicznych mono-
fosforan6w adenozyny (cAMP, cyclic adenosine
monophosphate) i guanozyny. Fosfodiesteraza 4D
degraduje wtérny przekaznik — cAMP, przez co moze
w istotny spos6b wplywaé na proliferacje SMC
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i makrofagéw i w ten sposéb determinowac nasi-
lenie aterogenezy i stabilnos¢ blaszki. Niestety, nie-
dawno opublikowane wyniki duzej metaanalizy,
podsumowujacej wyniki 16 réznych badan, nie
potwierdzaja zwigzku Zadnego z analizowanych
SNP genu PDE4D z ryzykiem udaru [53].

Ta sama firma wskazala jeszcze inne locus —
13q12-13, jako potencjalnie zwigzane z ryzykiem
udaru, a takze zawatu serca. W locus tym jest zlo-
kalizowany gen biatka aktywujacego lipoksygena-
ze (ALOX5AP, lipoxygenase activating protein),
wczeéniej powigzany z ryzykiem miazdzycy. Ha-
plotyp tego genu (nazwany HapA), zdefiniowany
przez 4 SNP zlokalizowane w pierwszych 4 ekso-
nach, istotnie wplywal na ryzyko udaru i zawatu
serca w populacjach islandzkiej i szkockiej; inny
haplotyp tego samego genu (Hap B) modyfikowat
ryzyko udaru w populacji brytyjskiej [54]. Nieste-
ty, metaanaliza wszystkich dotychczas wykona-
nych badan nie potwierdzita zwigzku miedzy Hap
A iHap B a ryzykiem udaru [55].

Analiza asocjacji w skali catego genomu

Do niedawna badania asocjacyjne koncentrowaly
sie na wzglednie niewielkiej liczbie SNP w genach
kandydujacych. Poznanie sekwencji DNA ludzkie-
go genomu spowodowalo gwaltowny postep w za-
kresie technik genotypowania. Miedzynarodowe
konsorcjum HapMap (www.hapmap.org) oraz pro-
jekt ,,1000 genomow” (www.1000genomes.org)
przyczynily sie do skatalogowania znacznej czesci
wariantéw ludzkiego DNA [56]. Obecnie wiado-
mo, ze zmienno$¢ genetyczna czlowieka dotyczy
blisko 12 milionéw powszechnie wystepujacych
SNP. Poniewaz poszczeg6lne SNP dziedzicza sie
wspdlnie (jest to zjawisko zwane ,nier6wnowaga
sprzezen” [LD, linkage disequilibrium]), zbadanie
miliona SNP dostarcza informacji na temat okoto
90% niebadanych SNP dzieki technice statystycz-
nej zwanej imputacjg (w technice tej dany geno-
typ SNP jest okreslany probabilistycznie na pod-
stawie obecnosci alleli innych genéw, blisko
zlokalizowanych na chromosomie) [56, 57]. Dzie-
ki temu na podstawie wynikéw uzyskanych w po-
jedynczym eksperymencie mozna wyekstrapolo-
waé informacje dotyczaca niemal wszystkich
wariantéw SNP w zakresie catego badanego geno-
mu [56, 57].

Istnieje inny, poza SNP, rodzaj zmiennoéci ludz-
kiego genomu, ktoéry jest zwiazany z wystepowa-
niem tak zwanej zmiennosci liczby kopii (CNV,
copy number variation). Zmienno$¢ ta wigze sie
z wystepowaniem duplikacji i delecji duzych

(> 1000 par zasad) fragmentéw DNA ze stosunko-
wo wysoka czestoscia (5-50%). Efektem obecno-
Sci CNV moga by¢ zmiany w strukturze, dtugosci
czy dawce genu. Dlatego zmienno$¢ ta moze wy-
wiera¢ istotny wplyw na funkcje genéw [57, 58].
Obecnie istnieja specjalne programy komputero-
we, dzieki ktérym podczas analizy wynikéw bada-
nia microarray mozna uzyskac informacje dotyczg-
ce wystepowania CNV w badanym genomie.

Dzieki tym genetyczno-informatycznym techni-
kom metodologicznym mozliwe jest prowadzenie
badan w skali catego genomu (GWAS, genome-wide
association studies). W strategii tej, ktora zrewolu-
cjonizowala zasieg badan genetycznych, stosuje sie
macierze mikrosekwencjonowania DNA, umozli-
wiajgce jednoczesng analize setek tysiecy SNP
(zwykle 300 000-500 000), reprezentujacych
znaczny odsetek powszechnie wystepujacych wa-
riantéw w genomie czlowieka, w celu zidentyfiko-
wania wariantéw genetycznych zwiazanych z ry-
zykiem wystapienia fenotypu udaru mézgu [59].
Badania te sa obecnie bardzo kosztowne, wyma-
gaja tez analizowania duzej liczby (wielu tysiecy)
przypadkéw i kontroli.

Poniewaz strategia GWAS nie wiaze sie z zadna
hipoteza dotyczaca wyboru genéw kandydujgcych,
jej wynikiem moze by¢ odkrycie nowych, dotad
niewiazanych z choroba, loci genowych.

Dotychczas technologia GWAS zostala zastoso-
wana w badaniach dotyczgcych udaru mézgu, obej-
mujacych kilka kohort. Pierwsze badanie tego typu
— piecioo$rodkowe badanie kohortowe (ISGS,
Ischemic Stroke Genetic Study) obejmujace 278 cho-
rych i 275 kontroli, u ktérych analizowano 400 000
SNP, nie pozwolito na wskazanie zadnego locus
udarowego [60]. Prawdopodobnie liczebnosé ba-
danych grup w tym projekcie byta zbyt mala, by
mozna bylo wykry¢ istotne zaleznosci. Badanie to
wykazatlo jednak, ze najprawdopodobniej nie ist-
nieje pojedyncze locus ryzyka udaru mézgu. Ko-
lejne badania obejmujace dwie niezalezne popu-
lacje japonskie (przeanalizowano 52 608 SNP)
wskazatly polimorfizm ¢.G1425A genu kinazy biat-
kowej C (PKC, protein kinase C) (PRKCH) jako wa-
riant ryzyka udaru lakunarnego. Obserwacja ta zo-
stata potwierdzona w badaniu replikacyjnym,
przeprowadzonym przez ten sam zesp6t réwniez
w populacji japonskiej [61]. Kinaza biatkowa C
uczestniczy w regulacji wielu waznych funkcji
komérkowych, w tym proliferacji, réznicowania
i apoptozy. Biatko to ulega ekspresji w komérkach
srédblonka naczyniowego i w komérkach pianko-
watych (sa to makrofagi przetadowane lipidami)
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w zmianach miazdzycowych, przy czym jego eks-
presja wzrasta wraz z postepem uszkodzenia naczy-
nia [62]. Ten sam zesp6l badawczy, analizujac
52 608 SNP, wykazal zwigzek SNP w regionie flan-
kujacym 5’ genu kodujacego biatko podobne do re-
ceptora angiotensyny 1 (AGTRL1) z ryzykiem uda-
ru (OR, 1,30; 95% CI, 1,14-1,47; p = 0,000066) [63].
Inny zesp6l badawczy przeprowadzil analize
danych dotyczacych 4 kohort, zgromadzonych
w ramach konsorcjum Cohorts for Heart and Aging
Research in Genomie Epidemiology (CHARGE).
Lacznie przeanalizowano 19 602 oséb rasy biatej,
sposrod ktérych 1544 doznalo udaru podczas 11-
-letniego okresu obserwacyjnego [64]. Wyniki tej
analizy wskazaly na zwiazek Jocus na chromoso-
mie 12p13 z ryzykiem udaru. Zwiazek dotyczyl
konkretnie polimorfizméw oznaczonych numera-
mi rs12425791 i 11833579. Te SNP sa zlokalizo-
wane blisko genéw: NINJ2 kodujacego ninjuryne
2 (NINJ2) oraz WNK1 kodujacego kinaze seryno-
wo-treoninowgq uczestniczaca w regulacji kanatow
jonowych zaangazowanych w transport jonéw
sodu i potasu. Gen WNK1 ulega szczeg6lnie wyso-
kiej ekspresji w nerkach i w uktadzie sercowo-na-
czyniowym; wiele wariantéw tego genu opisano
w kontekscie zwigzku z nadcisnieniem tetniczym.
Ninjuryna 2 jest to czasteczka adhezyjna ulegaja-
ca silnej konstutywnej ekspresji w zwojowych neu-
ronach czuciowych i w neuronach trzewnych,
a slabej w obwodowych komoérkach gleju i neuro-
nach uktadu autonomicznego. Ekspresja NINJ2
wzrasta w dystalnym segmencie nerwu w nastep-
stwie uszkodzenia, co sprzyja wzrostowi neurytéw
[65, 66]. Dlatego autorzy sugeruja, ze determino-
wany genetycznie poziom ekspresji NINJ2 moze
warunkowa¢ tolerancje mézgu na niedokrwienie
[62]. Niestety, jedyne wykonane dotychczas bada-
nie replikacyjne, obejmujgce blisko 9000 chorych
po udarze mézgu, nie potwierdzito zwigzku genu
NINJ2 z ryzykiem udaru [67]. W jeszcze innym,
kilkuetapowym badaniu z zastosowaniem techno-
logii GWAS wskazano CELSR1 (cadherin, epider-
mal growth factor laminin A G-type repeats seven-
pass-G-type receptor 1) jako gen podatnosci na udar
w populacji japonskiej [68] (obserwacja ta znalazta
potwierdzenie w badaniu replikacyjnym obejmuja-
cym populacje portugalska [69]). CELSR1 jest re-
ceptorem powierzchniowym komorki, ktérego funk-
cja nie zostata jak dotad poznana, jednak jej homolog
CELSR2 determinuje stezenie LDL w osoczu [70].
W GWAS i badaniach replikacyjnych dotycza-
cych migotania przedsionkéw zidentyfikowano
obszar na chromosomie 4 (4q25), ktéry wplywal

na ryzyko choroby [71, 72]. W obszarze tym naj-
silniejszy zwiazek z ryzykiem migotania przed-
sionkéw wykazywaly dwa SNP: rs2200733 oraz
rs10033464 — okazalo sie, ze te same polimorfi-
zmy wplywaja na ryzyko udaru o etiologii zatoro-
wej [73]. W GWAS dotyczacych zawalu serca
i choroby wiencowej jako genetyczny obszar ryzy-
ka wskazano region na chromosomie 9 (9p21) [74,
75] (nosicielstwo dwéch alleli ryzyka, pozostaja-
cych ze soba w Scistym sprzezeniu: rs10757274
1152383206 wiaze sie z 15-20-proc. oraz 30—40-proc.
wzrostem ryzyka CAD u nosicieli heterozygotycz-
nych i homozygotycznych, stanowiacych, odpo-
wiednio, 50% i 25% populacji kaukaskiej ). Anali-
zaregionu 9p21 wykazala, Ze jest to réwniez region
ryzyka udaru mézgu [76]. Nie wiadomo jeszcze,
jakie geny zlokalizowane w tym regionie moga
wplywaé na ryzyko udaru. Trwaja poszukiwania,
ktérymi objeto gtéwnie geny ulegajace ekspresji
w naczyniach.

Wyniki przytoczonych badan nie pozwalajg na
okreslenie konkretnych loci udarowych, poniewaz
analizy te wskazaly r6zne loci ryzyka. Poza tym
przeprowadzone badania nie potwierdzily asocja-
¢ji najmocniejszych wariantéw genéw wskazanych
w dotychczasowych badaniach asocjacyjnych. Jed-
nak rezultaty tych analiz sa interesujace, ponie-
waz wskazujg na nowe mechanizmy, ktére moga
by¢ odpowiedzialne za wystapienie udaru.

Strategia GWAS — interpretacja danych,
mozliwe implikacje kliniczne

Obecnie jest jeszcze za wcze$nie, by prognozo-
wad, jak duze znaczenie kliniczne bedg mialy wy-
niki badan prowadzonych przy uzyciu technolo-
gii GWAS.

Zaleta GWAS, jako strategii poszukiwania ge-
netycznych czynnikéw ryzyka, jest brak zatozen
dotyczacych kryterium wyboru badanych genéw.
Taki spos6b prowadzenia badan wiaze sie jednak
z trudnosciami dotyczacymi analizy uzyskanych
danych. Biorac pod uwage ogromna liczbe warian-
tow genetycznych okreslanych w jednym ekspe-
rymencie, mozna sie spodziewaé, ze wiele zaob-
serwowanych zalezno$ci bedzie efektem przypa-
dku. Obecnie przyjeta strategia postepowania za-
ktada stosowanie korekt wielokrotnego testowania
(np. korekty Bonferroniego, strategii doboru pozio-
mu istotno$ci Benjaminiego-Hochberga czy testo-
wania permutacyjnego), w celu okreslenia wartosci
odcinajacej zaleznosci falszywie pozytywne i ne-
gatywne [77]. Jednak wérdd statystykéw nie ma
porozumienia co do zasadnosci stosowania takich
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metod analizy w przypadku badania wielu warian-
tow wielu genéw. Niektérzy uwazaja, ze moze to
spowodowaé ,przeoczenie” wariantéw genetycz-
nych majgcych staby, ale istotny wplyw na dany
fenotyp.

W GWAS analizowane sg polimorfizmy wyste-
pujace powszechnie. Dlatego strategia ta nie umoz-
liwia poznania efektu polimorfizméw rzadziej
wystepujacych w populacji, ktére moga wywieraé
kumulacyjny wplyw na ryzyko udaru. Poza tym
w interpretacji dotychczas przeprowadzonych ba-
dan nie uwzgledniano mozliwosci interakcji czyn-
nikéw genetycznych oraz genetyczno-srodowisko-
wych, ktére moga mie¢ istotny wplyw na ryzyko
udaru [78].

W przypadku udaru mézgu istotnym czynni-
kiem utrudniajacym skuteczna identyfikacje gene-
tycznych wariantéw ryzyka jest kliniczna i/lub
genetyczna heterogenno$¢. Czestym problemem
jest niewlasciwa charakterystyka fenotypowa ba-
danych grup chorych, jak réwniez wilaczanie do
analiz zbyt matych grup chorych o takim samym
fenotypie.

Identyfikacje wariantéw ryzyka choroby, szcze-
g6lnie w sytuacji badania matych, zréznicowanych
klinicznie grup chorych, utrudnia tez heterogen-
noé¢ genetyczna, zwiazana ze zjawiskami plejotro-
pii (jest to wplyw genotypu na wiecej niz jedna
ceche fenotypowa), niekompletnej penetracji (dany
wariant nie u wszystkich nosicieli przejawia sie
fenotypowo), epistazy (zjawisko polegajace na mo-
dyfikacji efektu fenotypowego jednego genu przez
inny gen), heterogennosci allelicznej (jest to wy-
stepowanie wielu alleli tego samego genu) czy he-
terogennosci loci (jest to warunkowanie tego sa-
mego fenotypu przez allele ré6znych genéw).

Innym czynnikiem, zakl6cajgcym identyfikacje
gendw ryzyka za pomoca strategii GWAS, jest tak
zwana stratyfikacja populacji, bedgca rezultatem
obecnosci w badanej populacji podgrup, ktére istot-
nie sie r6znig czestoScia wystepowania alleli.
Szczegblnie niekorzystna jest sytuacja, w ktérej
w danej podgrupie wspdlistnieja badany allel i nie-
zwigzana z nim cecha fenotypowa. Moze to pro-
wadzi¢ do stwierdzenia falszywej zaleznosci. Na
przyklad jesli w badanej grupie znajda sie osoby
rasy bialej i z6ltej, a rasa biata bedzie sie charakte-
ryzowala wyzszym wskaznikiem masy ciata (BMI,
body mass index), wtedy kazdy allel wystepujacy
z wyzsza czestoécia u osob rasy biatej bedzie réw-
niez wykazywal pozorny zwiazek z BMI, bedacym
w rzeczywistosci jedynie cecha rasy biatej [77].

Obecnie za ,,zloty standard”, stuzacy ocenie rze-
czywistego efektu wariantéw genetycznych wska-
zanych w badaniach GWAS, uznaje sie badania
replikacyjne obejmujace rézne populacje. Dopiero
metaanaliza wynikéw tych badan moze pozwolié
na okreslenie zwigzku danego wariantu genetycz-
nego z ryzykiem choroby.

Identyfikacje czesto wystepujacych wariantéw
genetycznych o niewielkim wplywie na ryzyko uda-
ru moga ulatwi¢ megametaanalizy, uwzgledniajace
wyniki badan u setek tysiecy ich uczestnikow. Nie-
stety jest prawdopodobne, ze wplyw zidentyfiko-
wanych w ten spos6b wariantéw genetycznych na
ryzyko udaru moze by¢ slaby i raczej nieistotny
w przypadku pojedynczego pacjenta [77, 79]. Jed-
nakze analizy takie warto przeprowadza¢, gdyz zi-
dentyfikowane warianty genetyczne moga wskazac
nowe procesy biologiczne istotne w patogenezie
choroby.

Obecnie dostepny jest komercyjny test w kierun-
ku loci zwiazanych z ryzykiem udaru, zlokalizowa-
nych w obszarach chromosomowych 4q25
i 9p21 [62]. Brakuje jednak badan walidacyjnych
pozwalajacych na ocene uzytecznosci tego testu
w praktyce kliniczne;.

Podsumowanie

Dzieki wielu badaniom klinicznym i genetycz-
nym coraz wiecej wiadomo na temat zwigzku czyn-
nikéw genetycznych z ryzykiem wystapienia uda-
ru mézgu. Poznano molekularne podloze wiekszos-
ci choréb systemowych, w przebiegu ktérych wy-
stepujg udary moézgu. Jednak wiedza dotyczaca
genetycznego podioza udar6w uwarunkowanych
w sposéb wieloczynnikowy jest wciaz ograniczo-
na. Trwaja poszukiwania mutacji zwigzanych
zryzykiem wystgpienia r6znych typéw udaru. Zro-
zumienie genetycznych uwarunkowan udaru jest
wielkim wyzwaniem, ktére trzeba podejmowac,
poniewaz poznanie gendéw zwigzanych z patoge-
nezg i przebiegiem udaru moze sie przyczynic¢ do
zwiekszenia skutecznosci prewenc;ji i leczenia.
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